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A 摘要 经 PpnI 限 制 酶 消化 大 能 猫 基 因 组 DNA 后 ， 选 取 150—500 bp 大 小 的 片 
段 构建 了 DNA XE, MARCA); 探 针 从 这 一 文库 中 克隆 站 选 了 10 个 大 熊猫 特异 
的 微 卫星 DNA 座位 ， 在 测定 DNA 序列 的 基础 上 上 设计 并 合成 了 10 个 座位 特异 的 引 
物 ， 以 PCR 技术 扩 增 了 7 份 抽 得 自 组 织 细胞 和 6 份 抽 提 自 毛发 的 大 能 猫 DNA 样品 。 
发 现 除 座位 gU 外 、 共 余 9 个 座位 均 呈 多 态 性 ， 而 且 所 有 座位 均 为 偶数 优 基 的 长 度 变 
异 。 对 有 论 确 谱系 记录 的 家 系 的 研究 结果 证 明 ， 这 10 个 微 卫星 DNA 座位 严格 按 备 德 
尔 方式 遗传 。 因 而 这 些 座位 能 有 区 地 应 用 于 大 能 猫 的 亲子 鉴定 ， 从 而 为 建立 各 地 大 能 
猫 庶 系 和 制定 有 效 的 么 殖 计 划 提 供 了 -… 个 有 效 的 壮 传 学 手段 。 根 据 这 10 个 微 卫 是 座位 
WA, RIE TAE RMA RR Ro 


= 1 T F We re 
Xi ASEM, MUA DNA、 亲 子 鉴定 种 这 


* A638 Ailuropoda melanolenea) 是 世界 上 最 源 危 和 最 受 欢 迎 的 动物 之 一 ， 其 数量 仅 
1000 只 左右 、 割 裂 分 布 于 我 国 四 川 、 甘 肃 和 陕西 3 A. ARBRE SBIR tt 
会 的 广泛 重视 (O’Brien 等 ，1994)。 目前 ， 约 有 100 多 只 大 熊猫 饲养 于 动物 园 中 。 在 繁殖 
季节 ， 为 了 最 大 了 眼底 地 增加 瞧 猫 的 受孕 机 会 PRAMS, ARISA ATZA 
等 方式 。 伴 随 而 至 的 问题 是 ， 由 此 产生 的 大 熊猫 有 时 具有 2 一 3 个 可 能 的 父亲 有 待 确 定 { 赵 
庆 国 等 ，1993)。 为 了 评估 自然 交配 与 人 工 受 精 的 相对 成 功率 、 确 定 生 殖 能 力 强盛 的 雄性 
能 猪 以 及 计算 圈养 群体 中 的 起 源 基 因数 、 急 需 鉴 定 这 些 未 知 的 父 - 子 关系 (Kleimant 等 、 
1991), O’Brien 等 曾 用 血液 蛋白 电文 技术 鉴定 了 1 AA REM AlO Brien 等 ，1984)。 
但 是 、 这 种 方法 受到 灵敏 度 和 样品 来 源 的 双重 限制 。 建 立 高 灵敏 、 易 于 操作 和 非 损伤 性 
(non-invasive) 的 方法 ， 将 使 亲子 鉴定 技术 更 为 实用 。 尤 其 重要 的 是 ， 非 损伤 性 途径 将 使 
野生 大 熊猫 自然 群体 的 研究 成 为 可 能 。 这 是 计算 大 熊 猎 有 效 群体 大 小 (Ne) 和 近亲 交配 系数 
的 基础 。 


* 美国 圣 地 亚 哥 动物 协会 .中国 科 学 院 重点 项 目 以 及 云南 省 应 用 基础 研究 基金 竟 助 
AX 1995 年 4 月 10 日 四 到 ， 间 第 5 月 24 日 修 四 
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At fk HE fy fap A SP ACGT /CAin 一 一 微 卫 星 DNA(microsatellite) 2 5} HERR. E 
确定 人 和 动物 个 体 问 相互 关系 以 及 群体 遗传 学 研究 最 有 效 的 新 遗传 标记 之 一 (Weber 等 、 | 


1989; Bowcock “#, 1994), Jari. 大 能 猜 微 卫星 DNA 的 研究 还 尚未 见报 道 。 

+ TER ERARI RR RALE DNA、 建 立 高 度 灵 敏 、 韭 栅 伤 性 的 亲子 鉴定 方 
法 ， 在 此 基础 上 确定 一 些 末 知 的 父子 关系 。 
1 材料 和 方法 
1.1 材料 

我 们 共 收 全 了 13 只 天 熊猫 的 样品 。 其 中 112 号 (心脏 )、121 S (SRR). 257 号 ( 肝 
WES, 273 SHAFIE 333 号 (上 肺脏}、334 GFE 3515 (肌肉 ) 来 自 美国 华 恬 顿 动 物 园 ， 而 
39445, 308 =. 358 8, 230-5. 329 SF“ AAR MRA RARER EAP, HAE 
Ro USAT AKAWH l- 





表 1 大 熊猫 的 谱系 关系 1.2 方法 
Tab. 1 The pedigrees of giant pandas stadied 1.2.1 DNA 的 提取 AMH 
Re 产地 可 能 的 父 灯 tit 织 、 肌 内 和 组 织 培养 细胞 
237 ek baa bd 12EG L129 FF) DNA 的 提取 参照 Zhang 等 
pesos on He (1993), “EH DNA 的 提取 则 
a4 MMA 12 12 参照 张 亚 平 (1995)* 的 方法 。 
351 EA 12 112 1.2.2 REE DNA 的 克隆 及 
KUET 大 地 | ip BMA UL 2981 KAR) * 3541 IRI 测序 特定 片段 去 小 的 基因 
308( 盼 盼 ) Ñ 
WNC ALS) bb Ba 308 230 佳 住 ) 组 文库 的 建立 。 下 述 实验 程序 


IDOI) BR $e BR oP, RB 
Sambrook (1989), W 10 Ag 
高 分 子 量 DNA, MMA 30 单 
位 的 Deal REF 37C hit wR, BLA 1.5% AOR An BR AB SH (SeaPlaque. FMC) Ria 
A EK 150—500 bp 大 小 的 片段 、 并 将 这 些 片段 重组 入 经 BamH J iA itis M13mp18 或 
Mi3mpl9 中 。 将 重组 DNA 转化 人 大 上 肠 杆菌 XLI-Blue 细胞 中 。 » 

‘2 ft DAL DNA 克隆 的 筛选 。 将 M13 BE DNA 转 于 Hybond-N BL. BRT 
0.5N NaOH-1.5mol/ LNaCl f ik PM Bt 10min, # T 1.5mol/ L 
NaCl-0.5 mol/ L Tris-HCI(pH7.4) 溶 液 中 播 洗 中 和 10 min， 置 于 滤纸 上 干燥 10 min, 
紫外 灯 下 有 照射 Smin。 转 人 预 杂交 溶液 (40% formamide, I mol/L NaCl, 1% SDS, 
20 pgy ml fff DNA), FAC., meee RM 4h 以 上 ， 加 入 ?2P 末端 标记 的 (CA)” 探 针 ， 
AER PHR dE. FHA 2 xSSC 一 0.1%SDS PRM 10 min， 最 后 经 义 - 光 片上 曝光 以 确 
7E PH FE TERE- 

Sf Dit DNA 克隆 序列 的 确定 。 参 照 Jama 等 (1993)。 
1.2.3 BEE DNA 康 位 引物 的 设计 我 们 采用 Primgr(0.5 版 本 ) 彼 序 设计 选择 PCR 引 
物 ， 并 使 PCR 产物 的 大 小 在 100 一 200 bp 之 间 。 


| RHEU HA 20x 号 的 和 样 矶 (We don’t have sample “2987)。 


IEF, 1995. 亚洲 黑 能 的 非 损伤 性 过 传 学 研究 . 动物 学 研究 ，16( 增 判 )， 待 发 表 . 
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12.4 RPE DNA 座位 的 扩 增 与 分 析 ”我们 以 PCR 技术 定点 扩 增 徽 卫星 DNA 座位 


(Zhang 等 ， 


1993, 19944, PCR 反应 体积 为 10j1J， 其 中 一 个 引物 经 *P 末端 标记 


(Sambrook 等 ，1989)。 每 一 循环 包括 95C 变性 4 和 0s、51 一 65C 退火 1min BCE R 
30s, MER 40 次 。PCR 产物 经 6% HK PIAL EERE 50% IRE AY 40% formamide) 
离 鉴 定 ， 并 以 M1l3mp18 DNA 序列 为 分 子 量 标记 ， 确 定 片段 大 小 。 


2 结果 与 讨论 
我 们 共 


获得 10 PHA DA DNA FORE. Hale TRA 


， 在 此 基础 上 设计 了 相应 的 


PCR 引物 。 表 2 列 出 了 这 些微 卫星 DNA es 


E2 大 熊猫 微 卫星 DNA 座位 及 其 引物 
Tab. 2 Cloned microsatellite DNA loci of giant panda and primers for them 


座位 SMF 5] 
Ee! (CAD ALICAD, 


2? | TA],AITCL(GT),,AT 

g (CAIAD ICAL ITG)- 
CITGUCI{AG),ACAG 

ICA yTCICA), 

g% ITGì4s 

gs (AC), GCAC 

EE” TGCGITG),, 

ge?" (ATLACATGC(ATIAGT).— 
ATIAC), ,ATIAChATACAT 


2! ICA 


ee (TG),75 


引物 
a S-ACGGGAAGCCTGCTTCTACACTC-3' 
b 5’-AGACACCCAACCGACTAAACCAC-3’ 
a S-ATAATTAGATCCTGGGGCTTGCC- 3 
b F-AATAGAGTAATCTTGCTCTACTTGCC- 3’ 
5’ -AAGCAGGATGAAGGATTTTICAAG-3’ 
5’-CATTCCTGTGTITGCTTTITGICC-¥ 
5'-GATTCTGGTCACCAATTCCAGTG-¥ 
5’-GGAGTTGGACTG TAGCACACALCC-3° 
5’-CTGCACCCCAATGTTTATAGCAG-3' 
--GATCTCATICTITITGATGGCTGAG-¥ 
5'-AACATCCTGGGTATICTCCATGC-¥’ 
5’-TGCAGAGTGAGGACCTAGGTGTC-3’ 
S'-TGTTGGCCAGAGAATCTTCAGAG-J3 
5’-GAAATGCCCTTTATCAGGTGTCC-3’ 
§’-GTTGCTCAAAGTTGACTTGATGC-¥ 
5’-TAGGCTGCCAGGCTTAATITTTC-¥ 
s- AGCTAATTTTCCAAGTTACCTTTCC-4’ 
5'-GGATCTGGGTGTTATTTGCAATG—9’ 
a 5 -CTGGCTTCAACTGCCTTTGAGAG-¥ 
b 5'-GCACCTGGATTIGTGATGCTATC -3 


可 


我 们 成 功 地 扩 增 了 上 述 所 有 10 个 座位 。 在 供 试 的 13 个 大 熊猫 中 ， 各 座位 的 等 位 基因 


Sy iE LIL 3。 除 座位 gs” 外， 其 余 9 个 座位 均 呈 


现 多 态 性 。 值 得 注意 的 是 ， 在 所 有 座 


位 中 我们 仅 观 察 到 偶数 碱 基 的 长 度 变异 。 这 一 结果 提示 ， 双 碱 基 的 重复 序列 基本 结构 单 
位 (以 CA7 GT 为 主 ) 也 可 能 是 长 度 变异 的 基本 单位 。 然 而 ， 由 于 数据 有 限 、 对 于 座位 
oo 和 go 中 的 4 碱 基 变 异 、 座 位 oS 中 的 8 碱 基 变 异 以 及 座位 gn" 中 的 16 BRAG He. 
我 们 难以 判断 是 一 步 变 异 还 是 多 步 变异 的 结果 ， 进 一 步 研究 更 多 的 个 体 ， 并 宰 定 各 等 位 基 
肉 的 DNA 序列 ， 对 于 了 解 大 熊猫 微 卫 星 DNA 的 进化 机 制 无 疑 是 十 分 必要 的 。 


对 于 来 自 美国 华盛顿 动物 园 的 257、273、333、334 和 351 号 大 熊猫 ， 
号 在 繁 克 过程 中 仪 与 121 号 交配 ， 


kj 1128 


由 于 它们 的 母 


因而 它们 的 父亲 无 疑 是 121 号 。 这 一 具有 谁 确 系 


谱 关 系 家 系 的 结 a ARCH 3) 表 明 ， 我 们 研究 的 微 卫 星 DNA 座位 的 确 是 按 震 德尔 方式 遗传 
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L 
一 qq 
的 。 我 们 没有 发 现 与 性 别 连 锅 遗 传 的 等 位 基因 -看 来 ， 这 些微 卫星 DNA 座位 是 位 于 常 染 
fa fk 3 l: o - 
a 
表 3 AMM 10 个 微 卫星 DNA 座位 的 等 位 基因 分 布 ' 
Tab. 3 Alleles distribution of the ten microsatellite DNA loci 
， 座位 
wR = 2” gr ee 2” ev’ gs es e™! poe g% 
158 156 132 149 101 149 142 155 148 158 58 
156 128 149 101 149 142 151 144 158 158 
308 164 36 149 103 149 142 15] 148 158 158 
162 134 149 101 133 142 151 144 158 158 
230 162 134 157 101 149 134 Lst 152 L54 158 
160 128 153 td] 149 134 L54 146 154 LSR 
429 164 134 149 tok 149 142 15] 146 158 158 
156 134 149 101 133 134 151 146 158 158 
AY 162 134 153 103 149 t42 tS] 152 158 158 
160 134 149 101 133 134 ist 144 (54 t58 
394 162 134 149 101 149 142 155 144 158 158 
156 132 149 tor 133 142 15] 144 15% 158 
112 156 134 149 10L 133 142 15] 152 160 158 
156 128 149 101 133 134 151 t46 158 158 
121 160 134 149 101 149 149 15) 152 L58 158 
156 132 149 10] 149 134 141 146 158 158 
257 160 134 149 10) 149 134 151 152 158 158 
156 132 149 Lor 133 134 15] 146 158 158 
273 160 134 149 i0! 149 134 15 152 158 158 
156 132 149 lal 133 134 151 152 158 158 
333 t56 t2 149 101 149 142 tSt 152 t58 L58 
156 128 149 101 133 134 15) 146 158 158 
334 156 134 149 rol 149 142 151 152 160 158 
156 134 149 10) 133 142 151 146 158 158 





上 等 位 基因 以 DNA 片段 的 长 度 表 未 (alleles were named by the size of DNA fragmentl, 


来 自 卧龙 繁 殖 中 心 的 394 号 (大 地 ) 具 有 两 个 可 能 的 父亲 :，298 号 和 J08 号 ( 表 1). it 3% 
憾 的 是 ， 我 们 未 能 获得 298 号 的 样品 ， 因 而 也 无 法 确定 其 基因 型 。 根 据 等 位 基因 分 布 的 比 
BRE 3)， 我 们 未 能 排除 308 号 这 一 加 在 父亲 - 换言之 ， 对 于 我 们 研究 的 所 有 基因 座 拉 ， 
308 号 都 具有 作为 394 号 父亲 的 资格 。 如 果 假 设备 等 位 基因 在 大 熊猫 群体 中 的 分 布 是 随机 
的 ， 根 据 各 等 位 基因 在 大 熊猫 群 体 中 的 发 生 频 率 (未 发 表 资 料 ) 计 算 ，298 号 也 具有 作为 
394 号 父亲 资格 的 概率 约 为 236。 考 虑 到 大 能 工整 个 群体 的 大 小 充 1000 REA, RIAA 
308 号 很 可 能 是 394 号 的 父亲 。 相 应 地 ，298 号 很 可 能 不 是 394 号 的 父亲 。 

来 自 丰 龙 繁殖 中 心 的 新 生 大 熊猫 月 月 也 具有 两 个 潜在 的 父亲 : 308 号 和 329 SCR 
1)。 对 于 座位 ga. 329 号 和 月 月 没有 相同 等 位 基因 ， 因 而 329 号 不 可 能 是 月 月 的 父亲 。 
而 308 号 与 月 月 具有 相同 的 等 位 基因 162。 对 于 座位 g 咪 ， 月 月 的 等 位 基因 101 KAW 
230 号 ， 而 另 一 等 位 基因 103 则 来 自 于 父亲 。329 号 没有 等 位 基因 103， 而 308 号 则 有 这 
一 等 位 基因 。 世 诚 是 说 ， 等 位 基因 103 只 能 来 自 于 308 号 。 对 于 座位 ew!1， 朋 月 的 等 位 基 


et 
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因 152 来 自 其 母亲 230 号 ， 另 一 等 位 基因 144 不 可 能 来 自 329 号 ， 只 可 能 来 自 308 号 ( 表 
3}。 综 上 所 述 ， 我 们 的 结集 证 明 308 号 是 月 月 的 父亲 ，329 号 不 是 月 月 的 父亲 。 

前 文中 我 们 研究 了 大 熊猫 费 里 和 希 梦 (Zhang 等 ，1995)。 其 潜在 的 父亲 也 是 308 号 和 
329 号 。 同 样 地 ，308 号 是 真正 的 父亲 。 值 得 注意 的 是 ， 在 所 有 3 个 308 号 参与 交配 的 例 
子 中 ， 该 只 大 能 狼 都 是 有 效 的 基因 供 体 。 换 言 之 ，308 号 的 繁殖 力 可 能 较 强 。 在 这 种 情况 
下 ， 多 雄一 瞧 的 交配 策略 对 提高 肉 猫 的 受孕 机 会 可 能 没有 和 帮助， 相反 地 ， 一 奴 (308) 一 雌 
的 配对 方式 可 能 更 能 增 而 皮 猫 的 受孕 机 会 。 我 们 的 结果 提示 ， 在 制定 配对 策略 时 ， 一 开始 
可 采用 多 雄一 肉 的 方式 ， 然 后 需要 道 过 对 繁殖 结果 的 分 析 评 价 ， 选 择 有 效 的 雄性 个 体 以 及 
理想 的 配对 方案 。 

应 当 指 出 的 是 ， 我 们 从 多 个 在 室温 下 保存 了 1 一 2 个 月 的 毛发 样品 中 获得 十 分 稳定 的 
结果 。 我 们 建立 的 这 种 非 损伤 仁 遗 传 学 研究 方法 为 研究 大 熊猫 野 生 和 群体 的 遗传 结构 黄 定 了 
SS Ht. 
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MICROSATELLITE DNAS AND KINSHIP IDENTIFICATION OF 
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Abstract 


We constructed a DNA library of 150—500 bp fragments from giant panda genomic 
DNA digested with Dpn Tl. Ten microsatellite DNA loci were isolated and characterized by 
screening the library with a *“P-labelled (CA); probe. The specific primers for each of the 
microsatellite DNA locus were synthesized and employed to amplify DNA samples isolated 
from 7 specimens of panda tissue and 6 specimens of hair. Nine of the 10 microsatellite 
DNA loci were polymorphic in the 13 samples. Inheritance patterns of alleles at these loci 
accurately agree with the well recorded pedigree. The polymorphism on these loci also clari 
fied some previously unresolved paternity. These results imply the screened microsatellite 
DNA loci are useful makers for the identification of kinship among giant panda. 

Key words Giant panda. Microsatellite DNA, Kinship 


